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SAZETAK

Razvojem civilizacije i industrije povecava se 1 broj i koli¢ina onecis¢ujucih tvari u okoliSu.
Prisutnost onecis¢ujucih tvari u okoliSu moze se odrediti analizom uzoraka vode, tla, zraka i
biote. Pracenje onecis¢ujucih tvari kljucno je za razumijevanje njihovih izvora, putanja i
ucinaka na okoli§ i ono pomaze u donoSenju regulacija i strategija za smanjenje njihovog
Stetnog ucinka. Klju¢nu ulogu u procjeni utjecaja onecis¢ujucih tvari na okoli§ imaju testovi
ekotoksi¢nosti. Oni ispituju kako razliCite tvari, ukljucujuci industrijske kemikalije, pesticide i
farmaceutske proizvode, utjecu na ekosustave i organizme prisutne u njima. Uobi¢ajene metode
testova ekotoksi¢nosti su laboratorijski testovi na bakterijama, algama, vodenim
beskraljeznjacima i ribama, kojima se utvrduje toksi¢nost, bioakumulacija i dugoro¢ni ucinci
na populacije i ekosustave. Ekotoksi¢nost rodanida, odnosno tiocijanata, u ovom radu ispitana
je primjenom bakterijske kulture Pseudomonas putida 1 mikroalge Chlorella sp. Za ispitivanje
ekotoksicnosti rodanida pripremljeno je Sest razli¢itih koncentracija rodanida, koje su iznosile:
yri=1 mgL?! yro=10 mg L, yr3=25 mg L, yra=50 mg L', yrs=75 mg L', yre= 100
mg L. Kao mjerilo utjecaja rodanida na navedene mikroorganizme odredivana je CFU
vrijednost, odnosno broj Zivih stanica mikroorganizama tijekom 72 sata izlaganja i odredivani
su postotci inhibicije rasta navedene bakterijske kulture i mikroalge. U slu€aju bakterijske
kulture Pseudomonas putida, najveéi postotak inhibicije nakon 72 sata izlaganja iznosio je
59,17 %, dok je kod mikroalge Chlorella sp. najvec¢i postotak inhibicije iznosio 71,43 %.
Dobiveni podaci pokazuju da mikroalga Chlorella sp. pokazuje vecu osjetljivost na rodanide

od bakterijske kulture Pseudomonas putida.

Kljucéne rijeci: ekotoksi¢nost, rodanidi, Pseudomonas putida, Chlorella sp.



Determination of the harmful effect of rhodanide on the environment
ABSTRACT

Along with the development of civilization and industry, the number and amount of pollutants
in the environment increases. The presence of pollutants in the environment can be determined
by analyzing samples of water, soil, air and biomes. Monitoring of pollutants is essential to
understand their sources, pathways and effects on the environment and it helps to formulate
regulation and strategy to reduce their harmful effect. Ecotoxicity tests play a key role in
assessing the impact of pollutants on the environment. They examine how various substances,
including industrial chemicals, pesticides and pharmaceuticals, affect ecosystems and the
organisms present in them. Common methods of ecotoxicity tests are laboratory tests on
bacteria, algae, aquatic invertebrates and fish, which determine toxicity, bioaccumulation and
long-term effects on populations and ecosystems. In this paper, the ecotoxicity of rhodanide, or
thiocyanate, was tested using the bacterial culture of Pseudomonas putida and the microalgae
Chlorella sp. For testing the ecotoxicity of thodanide, six different concentrations of rhodanide
were prepared and applied, which were: yri=1 mg L', yro=10 mg L}, yr3=25 mg L, yra=
50 mg L', yrs=75 mg L, yre= 100 mg L!. As a measure of the effect of rhodanide on the
mentioned microorganisms, the CFU value, i.e. the number of live cells of microorganisms
during 72 hours of exposure, was determined, and the percentages of inhibition of the growth
of the mentioned bacterial culture and microalgae were determined. In the case of the bacterial
culture Pseudomonas putida, the highest percentage of inhibition after 72 hours of exposure
was 59,17 %, while in the case of the microalgae Chlorella sp. the highest percentage of
inhibition was 71,43 %. The obtained data show that the microalgae Chlorella sp. shows greater

sensitivity to rhodanides than the bacterial culture of Pseudomonas putida.

Key words: ecotoxicity, rhodanides, Pseudomonas putida, Chlorella sp.
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1. UVOD

Velika vecina globalne proizvodnje ¢elika provodi se u visokim pe¢ima. One koriste ugljen za
redukciju zeljeznih oksida u rudace, no da bi kvaliteta ugljena bila zadovoljavajuéa potrebno
ga je pretvoriti u koks, jer koks u usporedbi s ostalim konvencionalnim gorivima, ima vecu
kalorijsku vrijednost. Zbog velike potrosnje vode, u ovoj vrsti industrije nastaju velike koli¢ine
otpadne vode koje sadrze znacajne koli¢ine oneciscujucih i toksic¢nih tvari, izmedu ostalog i
tiocijanate. 1z tog razloga potrebna je posebna pozornost prilikom procis¢avanja takvih voda
kako ne bi izazvale oneci$éenje okolisa.!® Osim u procesima koksiranja, tiocijanati nastaju kao
oneciS¢ivalo 1 u rudnicima zlata, tiskarskoj 1 tekstilnoj industriji, industriji boja, itd. Zbog svega
navedenog, moze se zakljuciti da je tiocijanat sveprisutan u raznim industrijskim otpadnim
vodama i samim time predstavlja potencijalan problem koji je potrebno rijesiti.” U svrhu
poznavanja utjecaja rodanida na okolis, potrebno je ispitati kakve i koliko ozbiljne posljedice
ostavljaju na organizme prisutne u okoliSu. Ekotoksikologija je znanstvena disciplina koja
proucava indirektni ili direktni utjecaj ksenobiotika na ekosustave, na zivue organizme i
njihovu organizaciju te na odnos ksenobiotika prema nezivoj tvari, na njihove medusobne
odnose i odnos prema ¢ovjeku.® Ekotoksikologki testovi provode se na Sirokom spektru
organizama kao $to su: bakterijske vrste Pseudomonas putida, Escherichia colii Vibro fischeri’,

10,11

zelene alge Chlorella sp., Raphidocelis subcapitata™'", vodene biljke Lemna minor i

Myriophyllum spicatum'?, vodeni beskraljeznjaci kao §to je Daphnia magna'’, kopneni

5

beskraljeznjaci kao $to je Eisenia fetida', slatkovodna riba Danio rerio'®, morska riba

17 manje primjenjivani gmazovi kao $to su

Pimephales promelas'®, vodozemac Xenopus laevis
kornjace i gusteri'8, ptice!® i sisavci kao $to su Stakori i misevi®’.

U ovom radu ispitan je ekotoksi¢ni utjecaj rodanida, odnosno tiocijanata, na bakterijsku kulturu
Pseudomonas putida 1 mikroalgu Chlorella sp. Tijekom tri dana mikroorganizmi su bili izloZeni
razli¢itim koncentracijama rodanida i odredena je potencijalna inhibicija rasta bakterijskih
stanica, odnosno stanica mikroalgi. Rast stanica mikroorganizama pratio se prema principu
brojanja stanica tijekom i nakon izlaganja oneciS¢ujucoj tvari, to€nije stanice su brojane u 24.,
48. 1 72. satu izlaganja. Iz dobivenih rezultata prikazane su graficke ovisnosti logaritamske

vrijednosti ukupnog broja zivih stanica mikroorganizma o vremenu. Takoder su procijenjene

ECso 1 ECy vrijednosti. Na taj je nacin dobivena slika o mogu¢em utjecaju rodanida na okolis.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Koksna industrija i ostali izvori rodanida

Koksna industrija je industrija proizvodnje koksa gdje se provodi proces zagrijavanja
ugljena bez prisustva zraka na temperature iznad 600 °C kako bi se uklonile hlapljive
komponente iz sirovog ugljena. Kao ostatak tog procesa dobiva se kruti i porozni materijal s
visokim udjelom ugljika, tzv. koks.?!** Koks se koristi kao gorivo u proizvodnji &elika zbog
svoje velike kalorijske vrijednosti u usporedbi s konvencionalnim gorivima, poput drva ili nafte,
koristi se 1 kako bi se postigla potrebna kvaliteta ugljena za proizvodnju celika, kao i za
redukciju zeljeznih oksida. Kako je industrija Zeljeza i Celika najveci potrosac svjeze vode,
proizvodnja koksa izravno je povezana sa stvaranjem znacajnih koli¢ina otpadnih voda, koje se
nazivaju otpadne vode od koksiranja, a nastaju ispiranjem koksa i kondenzacijom koksnog
plina.!> Takve otpadne vode od koksiranja sadrZe znacajne koli¢ine cijanida, fenola, klorida,
aluminijevih soli i tiocijanata, zbog cCega se sa ekoloskog glediSta smatraju jednim od
genotoksi¢nos¢u ako se ispustaju u prirodne vode bez odgovarajuceg tretmana. Uz znaajan
utjecaj na okolis, otpadne vode od koksiranja imaju znacajan utjecaj i na zdravlje zaposlenika
poduzeéa, ali i zaposlenike susjednih poduzeéa.>*> Kako bi se izbjeglo ozbiljno oneciséenje
okoliSa 1 utjecaj na kvalitetu povrSinskih vodnih tijela i podzemnih voda, kao i vodenog svijeta
pa cak i prehrambenog lanca, posebna se pozornost posvecuje proc¢is¢avanju takvih otpadnih
voda prije ispustanja u vanjski okoli§.?*¢ Tiocijanat (SCN") opasna je i kemijski stabilna
oneciS¢ujuca tvar koja nastaje u reakciji cijanida i sumpora u procesu proizvodnje koksa pri
visokim temperaturama. Moguce reakcije prikazane su na slici 1. U otpadnim vodama od

koksiranja, tiocijanat ¢ini oko 15% ukupne kemijske potrosnje kisika (KPK).?6-%

o o
T > SO, » SO,
0,
HS > 55
HS
Lo
: 5,0, 50,2

SCN- +5,.,5> SCN- + SO,

Slika 1. Moguée reakcije nastajanja tiocijanata u otpadnim vodama koksne industrije.*



Postoje razni spojevi metalnih tiocijanata. Jedan od njih je i bakrov(I) tiocijanat
(CuSCN) koji je koordinacijski polimer temeljen na premosnom SCN-u. On je snazno utjecao
na napredak optoelektronicke primjene, pocevsi od fotosenzibilnih solarnih ¢éelija i srodnih
tehnologija, koriSten je kao provodnik za fotosenzibilne solarne ¢elije u Cvrstom stanju, solarne
¢elije s ekstremno tankim apsorberom i solarne ¢elije osjetljive na kvantne toCke. Dodatne
optoelektricne primjene CuSCN-a ostvarene su u organskim fotonaponskim celijama,
perovskitnim solarnim ¢elijama, organskim svjetle¢im diodama i tankoslojnim tranzistorima.
Sirokoj primjenjivosti CuSCN-a pridonose opti¢ka prozirnost, dobre karakteristike prijenosa
Supljina 1 moguénost obrade otopine na niskim temperaturama. Bakrov(I) tiocijanat samo je
jedan primjer metalnog tiocijanata, uz njega postoje mnogi drugi koji su do sada neistrazeni.
Takoder, tiocijanatni spojevi postaju tehnoloski relevantni zbog ¢ega je vazno istraziti i druge
metalne tiocijanatne spojeve kako bi se razumjeli odnosi izmedu njihovih kemijskih,
strukturnih i elektroni¢kih svojstava.’!

Tiocijanat je takoder i biomarker izloZenosti cijanidu iz duhanskog dima, prehrane ili
industrijskog oneciséenja okolisa cijanidom.*?2*3* Stvara se u tijelu kao metabolit cijanida iz
duhanskog dima ili cijanogene hrane kao Sto je manioka, a izloZenost toksi¢nim razinama
cijanida mozZe biti rezultat brojnih kemijskih reakcija. Tiocijanat se u niZim koncentracijama
moze nac¢i u mlijeku, mlije¢nim proizvodima i nekom povrcu. Tiocijanati mogu poremetiti
funkciju Stitnjace kompetitivnhom inhibicijom unosa jodida tako $to se mogu reverzibilno vezati
na protein simporter natrijeva jodida $to rezultira smanjenom apsorpcijom joda u stitnjaci. Ovaj
mehanizam ¢ini tiocijanat jednim od najvaznijih spojeva iz okolisa koji utjeu na pojavu bolesti
Stitnjace. 323

Jo§ jedan spoj tiocijanata je i kalijev tiocijanat, KSCN, koji se moze koristiti kao
izbjeljivac i kao dezinficijens, a koristi se i u kombinaciji sa drugim spojevima, primjerice
heterociklickim spojevima 1 organskim kationima, kao inhibitor korozije za suzbijanje
kiselinske korozije metala u razli¢itim poljima kao $to su Celi¢ni spojevi konstrukcija, zatim
acidizacija naftnih buSotina, kiselo dekapiranje, kiselo €iS¢enje itd., jer poboljSavaju sposobnost
adsorpcije organskih kationa stvaranjem mosta izmedu pozitivno nabijene povrsine celika 1
organskih kationa u kiselom mediju.>*3
Tiocijanati imaju primjenu i kao sredstva za ispiranje pri ekstrakciji zlata i srebra, za

rasplinjavanje ugljena, kao kontaktni herbicidi za kontrolu korova i nepoZeljnih biljaka, itd., Sto

dovodi do pojave tiocijanatnih otpadnih voda koje izazivaju zabrinutost za okolig.>’



2.2. Struktura i svojstva rodanida

Tiocijanati, poznati kao i rodanidi, soli su tiocijanske kiseline (HSCN) (slike 2 1 3). Opc¢a
formula njihovih spojeva je M'-SCN, odnosno R-SCN, gdje M! oznacava jednovalentni metal,

a R alkilnu skupinu. Molekulska formula spoja je SCN-, a molarna masa iznosi 58,0824 g mol
138

s=Cc=N® Os—c=N

Slika 2. Rezonantne strukture tiocijanatnog iona.

Slika 3. Kalotni model tiocijanatnog iona.

Linearna tiocijanatna skupina moze biti prisutna u spojevima kao anion ili kao ligand, to¢nije
kao monodentatni ligand koordiniran na sumpor ili dusik ili premosni ligand. Ova skupina
pojavljuje se u velikom broju koordinacijskih spojeva u tekuc¢em i ¢vrstom stanju upravo zbog
velike raznolikosti u nacinu vezivanja 1 zbog velike koordinacijske sposobnosti same
tiocijanatne skupine. Tiocijanatni ligand je linearan u vec€ini kristalnih struktura i vezni kut S-
C-N neznatno odstupa od 180°. Za aproksimativnu procjenu nacina vezivanja tiocijanatnog
liganda najceSce se koristi infracrvena spektroskopija, iako se najpouzdaniji podaci dobivaju
analizom rendgenske difrakcije monokristala. Postoji jedanaest mogucih nacina koordinacije
tiocijanatnih liganda koji se dobivaju kombinacijom pet mogucih alternativa koje govore da
tiocijanatni ligand moZe koordinirati jedan ili dva sredi$nja atoma preko atoma dusika, te jedan,
dva ili tri srediS$nja atoma preko atoma sumpora. Dvanaestim mogu¢im na¢inom koordinacije
ove skupine mogu se smatrati spojevi u kojima je tiocijanatna skupina prisutna kao anion.*
Metalni tiocijanati su koordinacijski polimeri kod kojih su metalni centri premosteni
raznim ambidentatnim tiocijanatnim ligandima.>! Svojstva vezivanja tiocijanatnog liganda

39 Obzirom na razli¢itu

mogu se procijeniti s kemijskog 1 kristalokemijskog stajaliSta.
polarizabilnost atoma, tiocijanatni ligand koordiniran atomom sumpora je “meka”’, a onaj

koordiniran atomom dusika “tvrda” baza, odnosno tiocijanatni ligand veZe se s mekim mjestima



Lewisove kiseline koriste¢i S donor ili s tvrdim metalnim mjestima Lewisove kiseline koriste¢i
N donor.?!*? Tiocijanat moze koordinirati kao premosni ligand u koordinacijskim polimerima
ili kao terminalni ligand u molekularnim kompleksima.>!

Tiocijanat se primjenjuje za dobivanje rijetkih i plemenitih zemnih metala u rudarskoj
industriji 1 za detekciju specificnih metalnih iona. Tiocijanatni kompleksi nasli su Siroku
primjenu i u optoelektroni¢kim uredajima, a bili su vazni i u razvoju fotosenzibilnih solarnih
éelija.>! Metalni kompleksi koji sadrze tiocijanat, takoder se smatraju i najistraZivanijim
sustavima zbog svojih raznolikih struktura, primjene u magnetskim materijalima i svojstava
luminiscencije. Tiocijanatni ion posjeduje polarizirajuci « sustav, odnosno elektron je dislociran
i moze djelovati kao posrednik za magnetske interakcije izmedu paramagnetskih sredista
prijelaznih metala.*’

Zbog dostupnosti tiocijanata kao reagensa i jednostavnosti tiocijanatnih metoda,
tiocijanat je jedan od najvaznijih spektrofotometrijskih reagensa $to je zasluzno za njegovu
veliku popularnost u analitickim laboratorijima. Najcesc¢e se koristi za odredivanje metala Sto
se provodi u vodenom ili vodeno-acetonskom mediju ili nakon ekstrakcije otapalima koje
sadrze kisik. Ekstraktibilnost metalnih kompleksa ovisi o kiselosti medija, koncentraciji
tiocijanata 1 organskom otapalu. Stvaranjem tiocijanatnih kompleksa nastaju kationske,
neutralne i anionske vrste. Tiocijanatni kompleksi takoder tvore ionske parove s organskim
bazama kao Sto su tributilamin, diantipirilmetan 1 piridin koji se mogu ekstrahirati u kloroform
1 ostala inertna otapala. Neki tiocijanatni sustavi imaju nisku stabilnost boje, primjerice sustavi
za zeljezom, Sto je povezano s redukcijskim svojstvima tiocijanata ili sa sporom
polimerizacijom tiocijanske kiseline u kiselim otopinama, S§to uzrokuje Zutilo. Intenzitet
tiocijanatnih kompleksa u vodenim otopinama poveéavaju otapala koja se mijesaju s vodom.*!
lIako su tiocijanatni ioni manje toksi¢ni od cijanida, oni su relativno stabilniji 1 stoga ih je
prili¢no tesko razgraditi, §to za posljedicu ima Stetne uc¢inke na okoli$. Takoder, tiocijanati imaju
1 toksikokineti¢ko ponaSanje 1 imaju uc¢inak na citokrom oksidazu pri ¢emu uzrokuju stani¢nu

hipoksiju i citotoksi¢nu anoksiju, $to moZe uzrokovati smrt.3’

2.3. Utjecaj rodanida na okoli$

lIako tiocijanati nemaju direktan utjecaj na zdravlje zivih bica, oni ipak imaju manju
razinu toksi¢nosti koja se pojavljuje prilikom raspada tiocijanata u cijanid jer je tiocijanat
nestabilniji od cijanida. Usprkos tome, moguce je trovanje tiocijanatom, a glavni simptomi koji

se javljaju slicni su trovanju cijanidom, primjerice neuroloske, gastrointestinalne i
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kardiovaskularne potesko¢e kao $to su tahikardija, delirij, laktanemija, arterijsko-venski
problem prijenosa kisika i acidemija.*?

Otpadne vode onecis¢ene tiocijanatom spadaju u skupinu industrijskih otpadnih voda i
Siroko su prisutne u tipi¢nim industrijama i djelatnostima kao $to su tiskanje i bojanje tekstila,
proizvodnja Celika, zlata, Zeljeza i koksiranje. Tiocijanat ukljucuje ugljik, dusik, sumpor i druge
elemente, a nastaje reakcijom sulfida, tiosulfata i cijanida. Tiocijanat je tesko razgraditi jer ima
veliku toksi¢nost i kemijsku stabilnost zbog ¢ega uzrokuje veliku Stetu u okoliSu. Prosjecan
sadrzaj tiocijanata u industrijskim otpadnim vodama je izmedu 500 i 4000 mg/L,* a zbog
recikliranja efluenta, koncentracija mu se stalno povecava sto dodatno pridonosi poteskocama
prociscavanja otpadnih voda, rezultirajuci ve¢im pritiskom na okolis. Takoder, voda onecis¢ena
tiocijanatom moze prodrijeti u vodonosnike iz neoblozenih ili strukturno oste¢enih skladisnih
objekata otpadnih voda i oneciS¢enih vodnih izvora. NiZe koncentracije tiocijanata mogu
izazvati trovanje kod viSih organizama i lako izazvati sustavne bolesti kao oStecenje koze,
probavnog sustava i Zivaca. Kada je tiocijanat prisutan u otpadnoj vodi u ve¢oj mjeri, moze
inhibirati aktivnost anaerobne amonijeve oksidacije i tako smanjiti ucinkovitost i ucinak
bioloske obrade otpadnih voda. Trenutno nedostaje istrazivanja o procesu razgradnje tiocijanata
kod visoko opterec¢enih oneciS¢enih sustava i ne postoji statisticki model za procjenu odnosa
izmedu njegove razgradnje i okoline u kojoj njegova koli¢ina raste.*?

Tiocijanati su dio industrijskog onecis¢enja okoliSa 1 kada dospiju u okoli§ prodiru u
usjeve kao $to je manioka, kupus, repa, brokula, prokulice i cvjetaca. Visoke koncentracije
tiocijanata pronadene su u podzemnim vodama i sedimentu. Takoder, tiocijanat je poznat i kao
kemikalija koja ometa normalan rad Stitnjace jer inhibira unos jodida simporterom natrijeva

jodida.**

2.4. Nacini uklanjanja rodanida iz okoliSa

Prema istrazivanju Yazici i sur.,** koji su prouc¢avali uklanjanje tiocijanata iz vodenih
otopina talozenjem u prisutnosti tiosulfata i iona bakra, pokazano je da su koncentracija
tiosulfata 1 pH znacajni parametri koji uglavnom pokrecu taloZzenje SCN-a i da povecanje
koncentracije tiosulfata nepovoljno utjece na uklanjanje tiosulfata. Nadalje, kisele i neutralne
otopine pogoduju talozenju tiosulfata, a metoda nudi u¢inkovito rjeSenje za obradu otpadnih
voda koje sadrze tiocijanat bez stvaranja nusproizvoda.*’

Postoji nekoliko fizikalnih i kemijskih procesa uklanjanja tiocijanata iz otpadnih voda,

a to su adsorpcija na aktivni ugljen, surfaktantom modificirana srz kokosovog vlakna,
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kalcinirani hidrotalcit, alkalno kloriranje, oksidacija zeljezom, ozonizacija, elektrosorpcija,
separacija teku¢inskim membranama. Za uklanjanje toksi¢nog ucinka tiocijanata iz otpadnih
voda mogu se primijeniti i bioloSki procesi, kao Sto je biorazgradnja, no takvi procesi
zahtijevaju dugo vrijeme zadrzavanja, velike kapacitete spremnika zbog velikih koli¢ina
otpadne vode, a i mikroorganizmi su iznimno osjetljivi na ¢imbenike kao $to su pH, temperatura
i sadrzaj ¢vrstih tvari.*® Mikroorganizmi razgraduju tiocijanat na autotrofni nacin za dobivanje
energije, dok drugi mikroorganizmi koji razgraduju tiocijanat koriste tiocijanat kao izvor
ugljika ili dusika. BioloSke procese moguce je provoditi u kombinaciji s kemijskim procesima
za povecanje ucinkovitosti.” Tehnologija primjene kombinacije vise bakterijskih kultura
pokazuje pozitivne rezultate mikrobne razgradnje tiocijanata u prirodi. Naime, mikroorganizmi
mogu luciti razne razgradne enzime i izbje¢i nepogodne ucinke kao $to su inhibicija supstrata,
inhibicija produkta i niska ucinkovitost koja se javlja kod pojedine bakterije tijekom
samostalnog procesa razgradnje tiocijanata, a takoder kombiniraju i razli¢ite metabolicke
puteve.*’ Jedan od dostupnih procesa je i proces ionske izmjene koji je jeftin, jednostavan za
uporabu i prikladan za malu industrijsku uporabu. Dokazano je da je uklanjanje tiocijanata iz
vodenih otopina pomocu anionsko izmjenjivacke smole vrlo uinkovito jer je smola vrlo
ucinkovit adsorbens za uklanjanje tiocijanata iz vodenih otopina.*

Mnogo je istrazenih nac¢ina uklanjanja tiocijanata odnosno obrade otpadnih tokova koji
sadrze tiocijanate. Tako je primjerice ispitana biorazgradnja tiocijanata pomocu mjeSovite
kulture Ralstonia sp. 1 Klebsiella pneumoniae, rezultati su pokazali stopu razgradnje tiocijanata
od 500 mg/L/d za 2500 mg/L kao pocetno opterecenje tiocijanatom pri uvjetima obrade od pH
6,0 1 temperaturi 37°C. Ovaj nacin razgradnje slijedio je put hidrolize tiocijanata. Drugi pristup
temeljio se na koriStenju zeljezom aktiviranog persulfata za uklanjanje tiocijanata. Pri sobnoj
temperaturi, u€inkovitost razgradnje bila je povecana u prisutnosti Zeljeznih iona, a pri
koriStenju samog persulfata bila je zanemariva. Takoder, zabiljezeno je da je 99% tiocijanata
uklonjeno za 60 minuta pri optimalnom omjeru Zzeljezovih iona 1 persulfata. Drugim
ispitivanjem utvrdeno je da je pri optimalnim uvjetima postignuto 90%-tno uklanjanje
tiocijanata iz industrijske otpadne vode pomocu metode mikrovalne Fenton oksidacije.
Uklanjanje tiocijanata prisutnog u otpadnim vodama rudnika zlata postignuto je sa 97%-tnom
uspjesnoscu, koriste¢i kombinirani pristup koji ukljucuje ferate i bioloSku nitrifikaciju-
denitrifikaciju pri optimalnim uvjetima. Iako je bioloSka obrada ekonomicna i najpozeljnija
metoda, primjena joj je ograni¢ena na niske koncentracije oneciS¢ujucih tvari i obrada je spora.
U slucaju tiocijanata brza kinetika reakcije postignuta je klorom i ozonom kao kemijskim

oksidansima, no glavni nedostatak je relativno veliko kapitalno ulaganje za proizvodnju ozona,
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takoder koriStenje ozona snazno je kontrolirano prijenosom mase plinovitog ozona u vodi, a i
sam ozon je toksiCan spoj. Slicno ozonu, klor je takoder toksi¢an i stvara toksi¢ne kloro
intermedijere kao Sto su klorirani izotiocijanati odnosno klorotiocijanati, tiocijanogeni,
cijanogen kloridi i klorocijanogeni, a i sama obrada je sporija. Potrebno je razviti tehnologiju
obrade koja rezultira maksimalnim uklanjanjem tiocijanata uz manju potrosnju energije, a sam
proces trebao bi biti isplativa tehnologija. U povojima je novi pristup razgradnje kalijevog

tiocijanata obradom hidrodinamicke kavitacije u kombinaciji s kemijskom oksidacijom.3’

2.5. Testovi ekotoksi¢nosti

Testovi ekotoksi¢nosti su testovi koji se provode za ispitivanje toksi¢nosti neke tvari
koja je prisutna u okoliSu. Oni se provode kako bi se otkrila koncentracija odredene
onec¢iSéujude tvari koja ima negativan, subletalan ili smrtonosan u¢inak na organizme.*’:*3
Opcenito, ovakvi testovi koriste se za procjenu uc¢inka nekog onecis¢enja na rast, opstanak,
ponasanje i reprodukciju ispitivanih organizama. Sve testove ekotoksi¢nosti potrebno je
provoditi u skladu sa zakonskom regulativom.*® Razlikujemo akutnu i kroni¢nu toksi¢nost, pri
¢emu se akutna toksi¢nost javlja neposredno nakon ili ubrzo nakon izlaganja toksi¢noj tvari dok
kroni¢na toksi¢nost predstavlja negativan ucinak koji se razvija tijekom duzeg vremenskog
perioda koji moze biti od nekoliko tjedana pa do nekoliko godina, upravo zbog te dugotrajne
izlozenosti oneciS¢ujucoj tvari. Testovi ekotoksicnosti dijele se na in vivo i in vitro testove. In
vivo testovi provode se kada se odreduje utjecaj na organizam u cjelini 1 toksi¢ni ucinci se
ispituju na cijelom organizmu, dok se in vitro testovi provode kada se odreduje utjecaj na
odredeni dio organizma 1 toksi¢ni ucinci ispituju se na dijelu organizma ili stanici. Vec¢ina
testova provodi se in vitro.**>

Kao $to je ranije spomenuto svi ekotoksikoloski testovi provode se u skladu sa
zakonskim regulativama, a njih propisuju organizacije kao §to su ISO 1 OECD. One propisuju
metode provodenja testova ekotoksi¢nosti 1 dopuSteno vrijeme izlaganja organizama
ispitivanim tvarima.’! Razlog zbog kojeg su in vitro testovi vise primijenjeni je u tome §to su
oni jeftiniji 1 brZi, a takoder omogucuju brze, precizne i ponovljive rezultate, a tu su i eticki
razlozi ispitivanja negativnih ucinaka na evolucijski razvijenijim kraljeZnjacima i propisi o
zastiti zivotinja. U svakom istrazivanju klju¢na je ponovljivost postupka i da je taj proces
kontroliran, a in vitro testovi nam upravo to omogucuju zbog ¢ega su oni odgovarajuci izbor za

provodenje testova ekotoksi¢nosti.> Ekotoksikoloska istraZivanja provode se na organizmima

kao §to su: raci¢ Daphnia magna (slika 4), slatkovodni Skampi, zebrafish (Danio rerio) (slika
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4) te africke kandaste zabe (Xenopus leavis). Pored navedenih organizama ekotoksikoloska
istrazivanja se u velikoj mjeri provode i na mikroalgama upravo zbog Cinjenice da su one
odgovorne za primarnu proizvodnju u vodenim ekosustavima gdje procesom fotosinteze
prevode anorganski ugljik u organski, a sluze i kao hrana mnogim vodenim organizmima pa
zbog toga bilo kakva promjena na njima posljedi¢no rezultira i promjenama u cijelom
ekosustavu. Vaznost pracenja promjena u vodenom ekosustavu je upravo u njegovoj
povezanosti s ostalim ekosustavima, a zbog razvitka industrije, kako poljoprivredne tako i
farmaceutske, kemijske i petrokemijske pa 1 komunalnih djelatnosti i ekoloskih katastrofa, taj
ekosustav biva pogoden tim djelatnostima $to dovodi do onecis¢enja istoga. U ekotoksikologiji

se trenutno jos uvijek koriste i kraljeznjaci, uglavnom riblja jajasca, ali i njihova smrtnost kao

50,53

krajnja tocka procjene oneciS¢enja, odnosno toksi¢nosti kemikalije.

Slika 4. Daphnia magna pri poveéanju 40x (lijevo)** i Danio rerio (desno)>

Rezultati testa ekotoksi¢nosti prikazuju se 1 tumace krivuljom doza-odgovor. Uz pomo¢
navedene krivulje odreduje se najniZa doza ili koncentracija ispitivane tvari koja izaziva u¢inak,
kao i najveéa doza ili koncentracija bez vidljivog uc¢inka. Najvisa doza koja ne izaziva uc¢inak
naziva se NOEC, a najniZa doza koja izaziva u¢inak naziva se LOEC.**%5% Najées¢i cilj kod
ispitivanja akutne ekotoksicnosti je odredivanje LDso 1 EDso, gdje vrijednost LDsp oznacava
dozu tvari koja je uzrokovala smrtnost kod 50% populacije izloZene ispitivanoj tvari nakon
odredenog vremena trajanja testa, a EDso je efektivna doza oneciS¢ujuce tvari koja uzrokuje
negativan ucinak kod 50% jedinki na kojima je provedeno ispitivanje.’’*® Krivulja doza-

odgovor prikazana je na slici 5.
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Slika 5. Krivulja doza-odgovor.*®

2.5.1. Test ekotoksi¢nosti s bakterijom Pseudomonas putida

Pseudomonas putida (slika 6) je bakterija, odnosno saprofitski pokretljivi bacil, koji je
prirodno prisutan u vodi i tlu, to je Gram negativna, Stapicasta, nefermentirajuca bakterija koja
se Cesto koristi u ekoloskim studijama upravo zbog njene sposobnosti razgradnje mnogih
aromatskih spojeva.>%° Takoder je i striktni aerob zbog ¢ega ne moze preZivjeti u uvjetima bez
kisika te lu¢i EPS (egzopolisaharidi) $to pospjesuje stvaranje pahuljica aktivnog mulja. Upravo
zbog sposobnosti proizvodnje velikog broja ekstracelularnih enzima, primjerice lipaza,
bakterije roda Pseudomonas prepoznate su kao pogodan organizam za primjenu u procesima
biorazgradnje te imaju Siroku primjenu u bioremedijaciji zbog sposobnosti razgradnje razliitih
oneciS¢ujucih tvari. Sposobnost proizvodnje enzima ove bakterije Cini 1 pogodnima za
koriStenje u podru¢jima oneciS¢enima teSkim metalima jer primjerice pomocu enzima krom
reduktaze uklanjaju krom. Bakterije roda Pseudomonas imaju i sposobnost razgradnje molekula
alifatskih 1 aromatskih ugljikovodika te mogu metabolizirati molekule ksilena, toluena, fenola,
naftalena, antracena, stirena, benzena, triklorbenzene, halogene fenole, klorkatehole, molekule
4-nitrofenola, azo bojila, antibiotik triklozan te specifi¢ne farmaceutike, zbog ¢ega se koriste u
bioremedijaciji za uklanjanje istih.5%-64

One mogu podnijeti ekstremne uvjete kao Sto su niska temperatura i nedostatak
hranjivih tvari, takvi uvjeti ne ometaju njihovu enzimsku aktivnost, a moze se takoder koristiti
1 za bioremedijaciju izgorjelog tla. Imaju sposobnost razgradnje herbicida, a otporne su i na
Sirok raspon antibiotika.> Enzim koji je u velikoj mjeri prisutan kod bakterija roda
Pseudomonas je i esteraza koja kada je izolirana iz vrste Pseudomonas putida ima sposobnost
katalizirati stereoselektivnu hidrolizu DL-MATT (metil DL-acetiltioisobutirat) koji se koristi za

proizvodnju DAT kiseline (D-B-acetiltioisobutiricna kiselina) visoke opticke gusto¢e. DAT
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kiselina primjenjuje se u procesu sinteze kaptoprila za lijeCenje hipertenzije 1 kongestivnog

zatajenja srca.5%%7

Slika 6. Mikrofotografija bakterijske kulture Pseudomonas putida snimljene elektronskim

mikroskopom.®®

Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida specificirana je metoda
za odredivanje inhibicijskog utjecaja na Gram negativnu bakteriju Pseudomonas putida za
uzorke povrsinskih, podzemnih i otpadnih voda. Ova metoda provodi se prema standardu ISO
10 712:1995 (Water quality-Pseudomonas putida inhibition test). Prilikom testa bakterijske
stanice izloZene su razli¢itim razrjedenjima ispitivane tvari usporedno s kontrolnim uzorkom
koji ne sadrzi ispitivanu tvar i na kraju izlaganja mjeri se rast bakterijskih stanica. Razlog
koriStenja bakterije Pseudomonas putida je $to je ona reprezentativni organizam za heterotrofne
organizme u povrSinskim vodama, a inhibicijski utjecaj na bakterijski rast mjeri se tijekom
vremena od 16 + 1 h, dok je optimalna temperatura za rast ove bakterije od 25 do 30 °C. Metoda
je pogodna za istraZivanje tvari topljivih u vodi, tla, komposta i otpada, ali nije pogodna za
uzorke koji sadrze netopljive ili hlapljive materijale ili tvari koje reagiraju s hranjivim medijem
te za jako obojane uzroke i uzorke koji podlijezu promjeni tijekom provedbe testa (talozZenje,
biokemijska ili fotokemijska razgradnja) jer to moZe negativno djelovati na ponovljivost testa

ili moZe ukazivati na laZne rezultate.®®

2.5.2. Test ekotoksi¢nosti s mikroalgom Chlorella sp.

Chlorella (slika 7) je rod kojem pripada oko trinaest vrsta jednostanicnih zelenih algi iz
koljena Chlorophyta. Stanice su im sferi€nog oblika bez bi¢eva, promjera od oko 2 do 10
um.’%7! Kloroplasti im sadrZe zelene fotosintetske pigmente klorofil aib. U povoljnim uvjetima

stanice se brzo umnozavaju nespolnim putem, a za reprodukciju su potrebni CO», voda, sunceva
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svjetlost i mala koli¢ina minerala.”® Ove jednostani¢ne alge ¢esti su mikroorganizmi i prisutni
su najvise u slatkoj vodi, ali i zraku i tlu. Njihove fizioloSke i morfoloske karakteristike mogu
se mijenjati ovisno o okoliSu, §to otezava njihovu identifikaciju. Idealni su kandidati za
ekotoksikoloska istrazivanja upravo zbog svojih fizioloSkih 1 biokemijskih svojstava i
sposobnosti fotosinteze 1 redukcije nitrata. Primjenu nalaze takoder 1 u prehrambenoj industriji,
biotehnologiji i agrikulturi.”” Novija istrazivanja ispituju svojstva mikroalge Chlorella sp. u

sintezi biodizela.”

Slika 7. Prikaz mikroalge Chlorella vulgaris (lijevo)’* i Chlorella variabilis (desno)’

Bioaktivni spojevi su spojevi koji imaju biolosku aktivnost 1 promi¢u dobro zdravlje, a
njihovi ucinci na organizam ovise o njihovim fizikalno-kemijskim i bioloskim svojstvima kao
$to su bioraspolozivost i kemijska struktura. Hrana koja je bogata bioaktivnim spojevima i koja
se redovito konzumira, pozitivno utjece na ljudsko zdravlje zbog antioksidativnog djelovanja,
a navedeno djelovanje smanjuje rizik od brojnih bolesti kao $to su sr€ane bolesti, dijabetes, rak,
katarakta i moZdani udar. Chlorella je stolje¢ima primjenjivana kao dodatak prehrani i ima
GRAS (eng. Generally Recognized as Safe) certifikat koji je izdala FDA (eng. Food and Drug
Administration) $to oznaCava njezinu sigurnost za primjenu u ljudskoj prehrani
podrazumijevajuéi uzgoj i proizvodnju uz odgovarajucu higijenu i dobar proces proizvodnje.
Chlorella ima sposobnost proizvesti razlicite bioaktivne spojeve poput viSestruko nezasi¢enih
masnih kiselina, polisaharida, pigmenata i fenolnih spojeva.”! Prema eksperimentalnim
studijama, Chlorella ima terapeutska svojstva kao S§to je primjerice antitumorski,
antikoagulacijski, antibakterijski, antioksidativni, antihiperglikemijski 1 imunomodulacijski
ucinak.”!"7

Svrha testa ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp. je utvrditi ucinke
potencijalno toksi¢nih tvari na rast jednostani¢nih vrsta zelenih mikroalgi, a provodi se prema

standardu OECD 201:1984 i smjernice su prilagodljive za uporabu s nekoliko vrsta
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jednostanicnih algi. Princip metode temelji se na izlaganju eksponencijalno rastu¢e kulture
odabranih zelenih mikroalgi razli¢itim koncentracijama ispitivane tvari pri odredenim uvjetima,
a posljedi¢na inhibicija rasta mikroalgi odreduje se tijekom odredenog vremena, kao Sto je
praksa i u testovima s bakterijom Pseudomonas putida.® Za provodenje tih metoda vaZni su
strogi uvjeti kao S$to su temperatura, pH, koli¢ina svjetlosti, koli¢ina hranjivih tvari 1 izbor
medija. Ove metode temelje se na brojanju stanica mikroalgi tijekom izlozenosti ekotoksi¢noj
tvari i na odredivanju opticke gustoée bakterijske suspenzije.”” CFU vrijednost za mikroalge
Chlorella sp. odreduje se brojanjem stanica unutar kvadrata neke od komorica uz svjetlosni
mikroskop. Neke od takvih komorica su Buerkerova, Neubauerova, Buerker-Tuerkova, Fuchs-
Rosenthalova, Malassezova i Nageotteova, ali jedna od ¢esce koristenih je Thomina komorica,
a svaku komoricu od one druge razlikuje broj kvadrata pomocu kojih se odreduje ukupan broj
stanica.”® U testovima ekotoksi¢nosti oteZano je detektiranje malih koncentracija one¢i$éujuéih

tvari zbog vece otpornosti mikroalge Chlorella sp.”
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

3.1.1. Rodanidi

Za ispitivanje ekotoksi¢nosti primjenom razli€itih testnih organizama koriSten je spoj
rodanid, odnosno tiocijanat (slika 8). Proizveden je u SAD-u od strane tvrtke VWR Chemicals
BDH®, a koristen je u obliku kristala kalijeve soli. Masena koncentracija temeljne otopine
rodanida iznosila je yr = 150 mg L. Iz temeljne otopine pripremljene su otopine nizih
koncentracija: yri=1 mg L, yro=10 mg L', yr3 =25 mg L}, yra= 50 mg L', yrs =75 mg

L, yre =100 mg L', koje su koristene za pokus ispitivanja ekotoksi¢nosti.
Y g ] Y

= ‘\V

Slika 8. Prikaz pakiranja za a) kalijev tiocijanat iz koje je pripremljena temeljna otopina

rodanida, te odmjerne tikvice u kojoj je priredena b) temeljna otopina rodanida.
3.1.2. Bakterijska kultura Pseudomonas putida

Ekotoksi¢nost razli¢itih koncentracija rodanida odredivala se primjenom bakterijske
kulture Pseudomonas putida (slika 9). Navedena Gram negativna bakterija pohranjena je u

zbirci Zavoda za industrijsku ekologiju Sveucilista u Zagrebu Fakulteta kemijskog inzenjerstva

1 tehnologije.
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Slika 9. Bakterijska kultura Pseudomonas putida izrasla na hranjivome agaru u Petrijevoj
zdjelici pri 37 °C nakon 24 h dobivena tehnikom iscrpljivanja a), te b) mikrofotografija

trajnog preparata kulture obojanog po Gramu mikroskopiran pri pove¢anju od 1000x.

3.1.3. Mikroalga Chlorella sp.

Ekotoksic¢nost razli¢itih koncentracija rodanida odredivala se primjenom mikroalge
Chlorella sp. (slika 10) metodom izravnog odredivanja ukupnog broja stanica mikroalgi
brojanjem u Thominoj komorici i odredivanjem inhibicije rasta stanica mikroalgi. Navedena
kultura pohranjena je u zbirci Zavoda za industrijsku ekologiju Sveucilista u Zagrebu Fakulteta

kemijskog inZenjerstva i tehnologije.

Slika 10. Mikrofotografija mikroalge Chlorella sp. snimljena u nultome danu pomoc¢u

svjetlosnog mikroskopa, P = 400x.

3.2. Mediji i kemikalije
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3.2.1. Hranjivi agar

Za uzgoj bakterijske kulture pripremljeno je 500 mL hranjivog agara (HA) prema
uputama proizvodaca (Biolife Manual, Ingraf, Italija 1991). Podloga je pripremljena
mijeSanjem 4 g hranjivog bujona 1 9 g agara sa deioniziranom vodom. Potom je podloga
homogenizirana i ostavljena 15 minuta da bubri. Nakon toga slijedi zagrijavanje podloge u
zatvorenoj tikvici na plameniku uz tronozac i azbestnu mrezicu i uz konstantno mijesanje.
Zagrijana podloga izlije se u bocice koje se stavljaju na sterilizaciju u autoklav pri 1 atm, 121

°C tijekom 15 min.

3.2.2. Fizioloska otopina

Za pripremu decimalnih razrjedenja, odnosno za odredivanje ukupnog broja Zzivih
stanica bakterija (eng. Colony Forming Units, CFU), koristena je 0,9 %-tna fizioloska otopina
koja je pripremljena dodatkom 9 g NaCl-a u 1000 mL deionizirane vode. Prije uporabe

pripremljena otopina sterilizirana je vlaznom sterilizacijom u autoklavu.

3.2.3. Mineralni medij

Za pripremu otopine rodanida i osiguravanje minimalnih uvjeta za rast bakterija tijekom
pokusa pripremljeno je 500 mL mineralnog medija (MM). pH-vrijednost podeSena je na 7,0, a
podesavala se pomoc¢u 1 M NaOH i1 1 M HCI. Pripremljeni MM steriliziran je u autoklavu prije
uporabe. MM pripremljen je prema literaturi, a sastav medija (za 1 L) koji se koristi za provedbu

testa prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Sastav medija (za 1 L) za provedbu ispitivanja toksi¢nosti tvari primjenom P. putide.

Tvar m / mg
NaNO; 500
K>HPO4 120
KH>POg4 60
MgSO4x7TH20 200
zeljezov(IIl) citrat 0,5
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3.2.4. Bazalni medij

Kao medij za postavljanje pokusa, odnosno pripreme otopine rodanida i uzgoj
mikroalge Chlorella sp., koristio se bazalni medij (BM), Bold Modified Basal Freshwater
Nutrient Solution (Sigma-Aldrich, SAD). Medij je pripremljen prema uputama proizvodaca pri
¢emu se 20 mL. BM-a dodaje na 1 L deionizirane vode, a njegov sastav dan je u tablici 2. Za
potrebe pokusa pripremljeno je 500 mL BM-a. pH-vrijednost BM-a podesena je na 8,0 pomoc¢u
1 M NaOH i 1 M HCI. Prije uporabe BM je steriliziran u autoklavu.

Tablica 2. Sastav medija za uzgoj mikroalgi (po 1 L).

Tvar m / mg
NH4Cl 15
MgClx6H.0O 12
CaCl2x2H>0O 18
MgSO4x7TH20 15
KH>POg4 1,6
FeCl;x6H>O 0,08
Na;EDTA%2H>0 0,1
H3BO:s 0,185
MnCl>x4H>O 0,415
ZnCl, 3x1073
CoClax6H20 1,5%1073
CuCl>x2H-0 10°
NaxMo0O4x2H,0 7x1073
NaHCO:3 50

3.3. Mjerni instrumenti i oprema

Mjerni instrumenti 1 oprema koristeni tijekom provodenja eksperimenta (slika 11):

- standardno stakleno laboratorijsko posude za pripremu otopina, Cuvanje otopina, mjerenje i
sli¢no

- rotacijska tresilica (SIA BIOSAN PSU-10i Orbital Shaker, Latvia) za kontinuiranu

homogenizaciju uzoraka
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- vaga na Cetiri decimale (KERN ALJ 220-4NM) za vaganje soli za pripremu otopina

- homogenizator za pripremu decimalnih razrjedenja

- autoklav (Sutjeska, Jugoslavija) za sterilizaciju MM-a, BM-a, hranjive podloge, fizioloske
otopine 1 staklenog posuda koristenog tijekom eksperimenta

- termostat (Termomedicinski aparati, Hrvatska) za uzgoj bakterija pri 37 °C

- pH elektroda (SenTix® 940) i prijenosni mjera¢c (WTW Multi 340i) za odredivanje pH
vrijednosti, instrument je kalibriran prije svake uporabe

- spektrofotometar (Hach, Model DR/2400, SAD) za odredivanje opticke gustoce

- magnetska mijeSalica (WiseStir MSH — 20A) za podeSavanje pH vrijednosti MM-a i BM-a

- Thomina komorica za odredivanje broja zivih stanica algi (CFU)

- aeracijska pumpa za aeriranje alge Chlorella sp. tijekom preduzgoja

- svjetlosni mikroskop s ugradenom kamerom (Olympus BX50, Olympus Optical Co. Ltd.,
Japan) za mikroskopiranje mikroalge Chlorella sp. i trajnog preparata bakterije Pseudomonas
putida

- plamenik za sterilnu tehniku rada

- mikrobioloske eze

- laminar komora za sterilnu tehniku rada

- automatska pipeta za pripremu decimalnih razrjedenja

- vodena kupelj za hranjivu podlogu
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Slika 11. Mjerni instrumenti i oprema: a) rotacijska tresilica, b) vaga, ¢) homogenizator, d)
autoklav, e) termostat, f) pH elektroda 1 prijenosni mjera¢, g) laminar komora, h) magnetska
mijesalica, 1) Thomina komorica, j) svjetlosni mikroskop s ugradenom kamerom, k) plamenik,

1) spektrofotometar.

3.4. Metode rada

3.4.1. Priprema otopina rodanida

Temeljne otopine rodanida pripremljene su otapanjem odredene mase cvrste soli
kalijeva tiocijanata u 100 mL mineralnog medija (za test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije
Pseudomonas putida), odnosno u 100 mL bazalnog medija (za test ekotoksi¢nosti primjenom
mikroalge Chlorella sp.). Masena koncentracija pripremljenih temeljnih otopina rodanida

iznosila je 150 mg L'

3.4.2. Uzgoj bakterije Pseudomonas putida

Za potrebe eksperimenta pripremljena je 24-satna kultura bakterije Pseudomonas putida
uzgojena na HA pri 37 °C, nakon toga navedena kultura se izuzimala za pripremu suspenzije.
U mineralnom mediju pripremljena je suspenzija koja je postavljena na tresilicu tijekom 24 h

pri sobnoj temperaturi. Svrha preduzgoja je ubrzati fazu prilagodbe mikroorganizama za
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vrijeme izvodenja samog eksperimenta. Suspenzija se razrjedivala kako bi se postigla zeljena
opticka gustoca od priblizno 0,2. Opticka gustoc¢a mjerena je pomocu spektrofotometra pri

valnoj duljini od 4 =436 nm.

3.4.3. Uzgoj mikroalge Chlorella sp.

Za potrebe eksperimenta, dva tjedna prije postavljanja pokusa, pripremljena je kultura
mikroalge Chlorella sp. Kultura je uzgojena u sterilnim uvjetima kao suspenzija mikroalgi u
bazalnom mediju uz konstantnu aeraciju pri sobnim uvjetima (slika 12). Kako je svjetlost
potrebna za njen uzgoj, omogucena je pravilna izmjena svjetlosti i tame (16 h svjetlost i 8 h
tama). Svrha preduzgoja je ubrzati fazu prilagodbe mikroorganizama za vrijeme izvodenja
samog eksperimenta. Suspenzija se razrjedivala kako bi se postigla Zeljena opticka gustoca od
priblizno 0,02. Opticka gustoca mjerena je pomocu spektrofotometra pri valnoj duljini od 4 =
670 nm. Broj ukupnih stanica mikroalgi odredivao se pomoc¢u Thomine komorice i svjetlosnog

mikroskopa (slika 13).

Slika 12. Preduzgoj mikroalge Chlorella sp.

Slika 13. Mikrofotografija mikroalge Chlorella sp. vidljive unutar jednog velikog kvadrata

Thomine komorice pri povecanu od P = 400x.
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3.4.4. Sterilna tehnika rada

Prilikom sterilne tehnike rada na radnoj plohi nalazi se upaljeni plamenik, plamen je
plavi 1 Suste¢i. Radna ploha temeljito se prebriSe otopinom izosana i vaticom. Mikrobioloske
eze steriliziraju se u plamenu u nakosenom polozaju do uzarenja usice. Sav rad provodi se u

neposrednoj blizini plamenika.

3.4.5. Priprema trajnog preparata

Prilikom pripreme trajnog preparata radi se sterilnom tehnikom rada (slika 14a). Na
sredinu predmetnice nanese se kap vode. Zatim se pomocu usice sterilne mikrobioloske eze
izuzme bakterijska kultura i postavi u kapljicu vode nanesenu na predmetnicu. Nakon toga se
pomocu mikrobioloske eze, na sredini predmetnice, razvlacenjem od ruba do ruba nanese
bakterijska suspenzija i predmetnica se ostavi u blizini plamenika kako bi se osusila. Kada se
predmetnica osusila, 2-3 puta se donja strana predmetnice, na kojoj se ne nalazi kultura, provuce
preko plamena kako bi se preparat fiksirao. Tako se pripremljeni preparat boja prema postupku
prikazanom u tablici 3 (slika 14b). Obojani i osuSeni preparat mikroskopira se svjetlosnim

mikroskopom pri poveéanju od P = 1000x.

Slika 14. Prikaz: a) postupka pripreme trajnog preparata, b) postupka bojanja trajnog preparata

po Gramu.
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Tablica 3. Prikaz postupka bojanja trajnog preparata bakterije po Gramu.

Postupak i otopine | Vrijeme djelovanja | Gram (+) bakterije | Gram (-) bakterije

kristal violet 3 min Modre modre
odliti boju 1 preliti . . .
3 min ostaju modre ostaju modre
lugolom (I + KI)
odliti otopinu lugola
11isprati s 95%-tnim 30s ostaju modre bezbojne
etanolom

isprati vodom - - -

naknadno bojanje _
‘ ‘ 1 min Modre crvene
otopinom safranina

isprati vodom,
osusiti Cistom - - -

stani¢evinom

3.4.6. Odredivanje ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida

Pokus ispitivanja ekotoksikoloS8kog djelovanja rodanida primjenom bakterije
Pseudomonas putida provodio se u tikvicama od 100 mL. Pripremljeno je sedam uzoraka
(slijepa proba i Sest razli¢itih koncentracija rodanida). U svaku tikvicu dodan je odredeni
volumen otopine rodanida, suspenzije mikroorganizama i mineralnog medija, osim u slijepu
probu gdje je dodan samo odredeni volumen suspenzije mikroorganizama i mineralnog medija.
Radni volumen bio je 25 mL. Uzorci su kontinuirano homogenizirani na rotacijskoj tresilici pri
sobnoj temperaturi i 160 okretaja u minuti tijekom 3 dana.

Test ekotoksi¢nosti primjenom Gram-negativne bakterije Pseudomonas putida temeljio
se na odredivanju inhibicijskog utjecaja ispitivane tvari mjerenjem rasta bakterije prema
standardu ISO 10 712:1995. Odredivanje se provodi mjerenjem rasta bakterijskih stanica
prilikom izloZenosti razliCitim razrjedenjima ispitivane tvari te usporedno s kontrolnim
uzorkom koji ne sadrzi ispitivanu tvar (slijepa proba). Prije pocetka izvodenja testa, odredeni

su pocetni uvjeti pokusa prikazani u tablici 4.
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Tablica 4. PocCetni uvjeti testa ekotoksicnosti primjenom bakterije Pseudomonas putida.
OGosr. CFUp / st/mL logCFUy / - pH-vrijednosto / - T/°C
0,21 7,8%x108 6,89 7,02 23,4

Mjerenja provodena na uzorcima Cija je priprema opisana u poglavlju 3.4.5., provodila
su se svaka 24 sata tijekom 3 dana. Svakih 24 sata izuzimalo se 0,1 mL suspenzije iz
Erlenmeyerovih tikvica s uzorcima te se taj volumen dodao u epruvetu s 9,9 mL sterilne
fizioloske otopine. Nakon homogenizacije, 0,1 mL uzorka izuzeo se iz prethodne epruvete te
dodao u novu epruvetu s 9,9 mL sterilne fizioloske otopine. U sljede¢em koraku iz prethodne
epruvete izuzet je 1 mL uzorka i dodan u novu epruvetu s 9 mL sterilne fizioloske otopine. Taj
postupak ponovljen je jos jednom. Time su dobivena razrjedenja 102, 104, 10 i 10°%. Nakon
pripremljenih razrjedenja iz epruveta s razrjedenjima 107 i 10 izuzet je po 1 mL suspenzije i
otpipetiran u Petrijeve zdjelice sterilnom tehnikom rada. Uzorci su potom zaliveni hranjivom
podlogom te homogenizirani su pomicanjem zdjelica u obliku broja osam 8-10 puta (slika 15).
Petrijeve zdjelice su potom postavljene u termostat na inkubaciju tijekom 24-48 h na 37 °C.
Ovaj postupak ponovljen je jos§ dva puta za drugi i tre¢i dan provodenja eksperimenta. Nakon

uzgoja bakterija, na hranjivoj podlozi izrasle su vidljive bakterijske kolonije koje su potom

1zbrojane.
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Slika 15. Petrijeve zdjelice s uzorkom i podlogom prije inkubacije u termostatu pri 37 °C

tijekom 24-48 h.

Razrjedenja onih Petrijevih zdjelica koje sadrze 30 do 300 kolonija koriste se za

odredivanje CFU (eng. Colony Forming Units) vrijednosti pomoc¢u jednadzbe (1):

broj izraslih kolonija

CFU =

, X reciprocna vrijednost razrjedenja (1)
volumen upotrebljenog uzorka
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Na temelju rezultata izraCunatih pomocu prethodne jednadzbe dobiven je graf ovisnosti
logaritamske vrijednosti CFU o vremenu u satima. Pomoc¢u vrijednosti CFU izraCunata je

inhibicija rasta bakterije koja se racuna prema jednadzbi (2):

CFU —CFU
INH — kontrola uzorak X 100 (2)
CFUkontrola

gdje je CFUkontrola vrijednost ukupnog broja zivih stanica bakterija u kontrolnoj tikvici, a
CFUuzorak vrijednost ukupnog broja Zivih stanica bakterija u uzorku. Na temelju tog izraCuna
dobiven je graf ovisnosti inhibicije o koncentraciji rodanida u uzorcima za sva tri dana

provodenja testa.
3.4.7. Odredivanje ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.

Pokus ispitivanja ekotoksikoloskog djelovanja rodanida na mikroalgu Chlorella sp.
provodio se u tikvicama od 100 mL. Pripremljeno je sedam uzoraka (slijepa proba i Sest
razli¢itih koncentracija rodanida) (slika 16). U svaku tikvicu dodan je odredeni volumen
otopine rodanida, suspenzije mikroorganizama i bazalnog medija, osim u slijepu probu gdje je
dodan samo odredeni volumen suspenzije mikroorganizama i bazalnog medija. Radni volumen
bio je 50 mL. Tijekom 3 dana pri sobnoj temperaturi te 160 okretaja u minuti uzorci su

homogenizirani na rotacijskoj tresilici.

Slika 16. Pokus ispitivanja ekotoksikoloskog djelovanja rodanida na mikroalgu Chlorella sp.

Ispitivanje toksi¢nosti primjenom mikroalgi temelji se na mjerenju inhibicije njihova
rasta prema normi OECD 201:1984. Princip ove metode temelji se na izlaganju eksponencijalno
rastu¢e kulture zelene mikroalge Chlorella sp. razli¢itim koncentracijama ispitivane tvari, u

ovom slu¢aju to su rodanidi. Inhibicija rasta mikroalgi odreduje se tijekom odredenog
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vremenskog razdoblja, u ovom slucaju 3 dana. Prije provodenja testova izmjerena je pH-

vrijednost medija i opticka gustoca. Pocetni uvjeti prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Pocetni uvijeti testa ekotoksicnosti primjenom mikroalge Chlorella sp.
OGosr. CFUp / st/mL logCFUy / - pH-vrijednosto / - T/°C
0,02 3,7x10° 5,57 7,76 24,0

Mjerenja provodena na uzorcima ¢ija je priprema opisana u poglavlju 3.4.5., provodila
su se svaka 24 sata tijekom 3 dana. Broj ukupnih stanica mikroalgi odredivao se pomocu
Thomine komorice i svjetlosnog mikroskopa. 1z svakog uzorka izuzeta je kap suspenzije algi i
postavljena na Thominu komoricu koja je zatim prekrivena pokrivnim stakalcem 1
mikroskopirana. CFU se odreduje brojanjem stanica mikroalgi na tri nasumic¢no odabrana, ali
uzastopna velika kvadrata vidljiva na Thominoj komorici pri povec¢anju P =400x. Nadalje, CFU

vrijednost racuna se prema jednadzbi (3):

mxnx16x10%
N = Tk 3)

gdje je N (ili CFU) ukupan broj stanica mikroalgi u 1 mL suspenzije, m ukupan broj pobrojenih
stanica, n razrjedenje koje iznosi 10° odnosno 1, 16 ukupan broj velikih kvadrata vidljivih na
Thominoj komorici, 10* korekcija volumena, a K broj velikih kvadrata u kojima je izvreno
brojanje. Nadalje, odredene su vrijednosti CFU koje su koriStene za graficki prikaz ovisnosti

logCFU o vremenu u satima te raCunanje inhibicije prema jednadzbi (4):

CFU —CFU
INH — kontrola uzorak X 100 (4)
CFUkontrola

Rezultati testa usporedeni su sa kontrolnim uzorcima koji nisu sadrzavali rodanide. Pomoc¢u
dobivenih vrijednosti dobiveni su grafovi ovisnosti inhibicije o koncentracijama rodanida (,,5*

krivulje).
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4. REZULTATI

4.1. Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida

Tijekom provedbe testa ekotoksiCnosti bakterijom Pseudomonas putida pratio se broj
izraslih bakterijskih kultura na hranjivoj podlozi u Petrijevim zdjelicama, a brojanjem nastalih
kolonija odredene su CFU vrijednosti kontrolnog uzorka te uzoraka s otopinama rodanida za
svaki od tri dana provodenja testa. Pomocu vrijednosti CFU izra¢unate su vrijednosti logCFU
za pojedine koncentracije rodanida tijekom tri dana mjerenja. Dobivene vrijednosti usporedene

su sa vrijednostima kontrolnog uzorka, sto je vidljivo na sljede¢im grafovima (slika 17).
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Slika 17. Graficki prikazi promjene logCFU kontrolnog uzorka i1 uzorka s otopinama rodanida
oda)yri=1 mgL! b)yro=10 mg L, ¢)yr3=25 mg L', d) yra=50 mg L, e) yrs=75 mg
L, f) yre= 100 mg L', tijekom tri dana provedbe testa ekotoksi¢nosti.

Pomocu vrijednosti CFU izraCunate su i vrijednosti inhibicije te je prikazan graf ovisnosti

inhibicije o koncentraciji rodanida (slika 18).
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Slika 18. Doza-odgovor krivulja za rodanide dobivena provedbom testova ekotoksi¢nosti

primjenom bakterije Pseudomonas putida.

Slika 19. Prikaz izraslih kolonija bakterije Pseudomonas putida nakon inkubacije pri 37 °C
tijekom 24-48 h za razrjedenje 107.
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4.2. Test ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.

Test ekotoksi¢nosti pomo¢u mikroalge Chlorella sp. proveden je brojanjem stanica
mikroalgi pomoc¢u Thomine komorice i svjetlosnog mikroskopa te su odredene vrijednosti CFU
kontrolnog uzorka te uzoraka s otopinama rodanida za svaki od tri dana provodenja testa.
Pomocu vrijednosti CFU izracunate su vrijednosti logCFU za pojedine koncentracije rodanida

tijekom tri dana mjerenja. Dobivene vrijednosti usporedene su sa vrijednostima kontrolnog

uzorka, Sto je vidljivo na sljede¢im grafovima (slika 20).
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Slika 20. Graficki prikazi promjene logCFU kontrolnog uzorka i1 uzorka s otopinama rodanida
oda)yri=1 mgL! b)yro=10 mg L, ¢)yr3=25 mg L', d) yra=50 mg L, e) yrs=75 mg
L, f) yre= 100 mg L', tijekom tri dana provedbe testa ekotoksi¢nosti.

Pomocu vrijednosti CFU izraCunate su i vrijednosti inhibicije te je prikazan graf ovisnosti
inhibicije o koncentraciji rodanida (slika 21).

100

g

0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100
y/ mg/L

Slika 21. Doza-odgovor krivulja za rodanide dobivena provedbom testova ekotoksi¢nosti

primjenom mikroalge Chlorella sp.

Vrijednosti ECso 1 ECyo procijenjene su graficki iz jednadzbe pravca dobivenog linearizacijom

vrijednosti inhibicije 1 koncentracije rodanida. Njihove vrijednosti prikazane su u tablici 6

Tablica 6. Procijenjene vrijednosti EC za provedene testove ekotoksi¢nosti primjenom

bakterije Pseudomonas putida 1 mikroalge Chlorella sp. za uzorak rodanida.

Testni organizam ECy / mg/L ECso/ mg/L
Pseudomonas putida / 49,03
Chlorella sp. 3,08 36,23
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5. RASPRAVA

Ljudska aktivnost je kroz razvoj razlicitih grana industrije uzrokovala mnoge negativne
i nepovratne posljedice na sve dijelove biosfere.®® Usprkos tome, razvila se i svijest o ekoloskim
problemima 1 vazno$¢u njihova rjeSavanja. Kao posljedica toga, pojavljuje se zelena kemija
koja objasnjava vaznost primjene i proizvodnje kemikalija manje Stetnih za okolis, kao i
njihovog zbrinjavanja.®! Vazno je paZljivo i pravilno rukovati tvarima koje mogu ugroziti i
onecistiti okolis, a ako dospiju u okolis potrebno ih je ukloniti na siguran nacin kako se pri tom
postupku ne bi dodatno onecistio okolis.*?

Primjer takvih kemikalija su i rodanidi. To su spojevi koji se koriste u raznim
industrijskim primjenama, ukljucujuc¢i kao reagense u kemijskoj sintezi, u fotografiji i u
proizvodnji odredenih gnojiva i boja. Kako su u Sirokoj uporabi, posljedi¢no imaju i znacajan
utjecaj na okoliS. Pa tako rodanidi pokazuju znac¢ajnu toksi¢nost za organizme u tlu, a posebno
utjecu na prezivljavanje gujavica i mikrobnu aktivnost. Primjetan je i utjecaj na ciklus dusika i
aktivnost enzima u tlu, $to ukazuje na moguénost negativnog utjecaja na ekoloske procese u
tlu.®* Pokazalo se da tiocijanati smanjuju mikrobnu biomasu i mogu promijeniti strukturu
mikrobne zajednice pri cemu smanjuju bioraznolikost i ometaju mikrobne interakcije klju¢ne
za zdravlje tla. Takoder smanjuju i enzimsku aktivnost i mogu inhibirati klju¢ne enzime u tlu
koji su ukljuceni u kruZenje hranjivih tvari u tlu i razgradnju organske tvari, odnosno ciklus
ugljika i dusika, ¢ime utjecu na biokemijske procese u tlu. Navedeno moze narusiti plodnost tla
i njegovu sposobnost podrzavanja rasta biljaka, odnosno zadace ekosustava opéenito.®>* Razna
regulatorna tijela, uklju¢uju¢i Europsku uniju i Agenciju za zaStitu okoliSa SAD-a (EPA),
uspostavila su smjernice 1 propise za ogranicavanje izloZenosti ljudi 1 ispustanja tiocijanata u
okoliS. Ovi propisi uspostavljeni su kako bi se ublazili njihovi §tetni ucinci na ekosustave i
ljudsko zdravlje.®

U ovom radu ispitan je utjecaj rodanida na bakterijsku kulturu Pseudomonas putida 1
mikroalgu Chlorella sp., odnosno na njihovu sposobnost razvoja u prisutnosti rodanida. U tu
svrhu odreden je broj stanica bakterija i mikroalgi nakon 24, 48 i 72 sata izlaganja oneciS¢ujucoj

stari. Odredena je i inhibicija, a procijenjene su i vrijednosti ECso i ECo.

5.1. Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida

Ovisnost promjene logCFU vrijednosti o vremenu koriStena je za izraZzavanje inhibicije rasta

bakterije Pseudomonas putida. Na slici 17 prikazani su graficki prikazi ovisnosti logCFU o
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vremenu za odredene koncentracije rodanida. Jedino je kod koncentracije rodanida od 100 mg
L' primjetno smanjenje broja kolonija uzrokovano ekotoksi¢nos$éu, odnosno u drugom danu je
broj kolonija jednak kontroli. Kod ostalih koncentracijaod 1 mg L™}, 10 mg L', 25 mg L', 50
mg L' i 75 mg L' brojevi kolonija variraju u odnosu na kontrolni uzorak. Te varijacije
posljedica su raznih eksperimentalnih uvjeta i objasnjavaju se nepredvidivoscu efekta hormeze
i vidljivo je da se on kod koncentracija od 50 mg L' i 75 mg L™! pojavljuje u drugom danu testa,
dok kod svih testova u tre¢em danu potpuno nestaje.® Kod koncentracije od 10 mg L™! hormeza
je vidljiva u prvom danu, dok se kod koncentracija od 1 mg L' i 25 mg L™ hormeza primjecéuje
iuprvom i u drugom danu.

Pomocu dobivenih vrijednosti logCFU izracunate su vrijednosti inhibicije 1 prikazane su
graficki u ovisnosti o koncentracijama rodanida, §to je vidljivo na slici 18. Krivulja postepeno
raste i dostize maksimum pri koncentraciji od 50 mg L', nakon ¢ega krivulja neznatno opada i
mozemo reéi da stagnira §to nam govori da je pri koncentraciji od 50 mg L' dosegnuta
maksimalna inhibicija i daljnjim poveéanjem koncentracije inhibicija ne raste. Ovakva krivulja
mogucéa je posljedica i eksperimentalne pogreske tijekom ispitivanja. Zbog prethodno
navedenih mogucih objasnjenja potrebno je ponoviti mjerenja kako bi se provjerila tocnost
rezultata. Najveéa vrijednost inhibicije koja je vidljiva kod koncentracije od 50 mg L™! iznosi
59,17 % i na temelju tako dobivenih rezultata moze se pretpostaviti da rodanidi pokazuju

znacajniji ekotoksi¢ni utjecaj prema bakterijskoj kulturi Pseudomonas putida.

5.2. Test ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.

Vrijednosti logCFU izrac¢unate su pomocu CFU vrijednosti koje su dobivene odredivanjem
pomocu svjetlosnog mikroskopa uz upotrebu Thomine komorice. Kao §to je to slucaj kod
bakterije Pseudomonas putida, kod mikroalge Chlorella sp. takoder su primijecene varijacije
broja kolonija u odnosu na kontrolu to se moZe objasniti efektom hormeze.®® Kod svih
koncentracija rodanida primjecuje se da se broj kolonija smanjuje tijekom tri dana provodenja
ispitivanja, dok broj kolonija u kontrolnom uzorku raste. Kod koncentracija od 1 mg L' i 10
mg L vidljivo je da se efekt hormeze pojavljuje u drugom danu, dok se kod koncentracija od
25mg L', 50 mg L i 100 mg L' ona pojavljuje u prvom danu. Najpravilniji trend vidljiv je
kod koncentracije od 75 mg L™, gdje nema pojave hormeze, odnosno broj kolonija u uzorcima
s rodanidima manyji je od kontrole u svim danima provodenja ispitivanja i smanjuje se od prvog

prema tre¢cem danu, dok se broj kolonija u kontroli povecava.
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Temeljem dobivenih vrijednosti logCFU dobivene su vrijednosti inhibicije za sve vrijednosti
koncentracija rodanida. Rezultati su vidljivi na grafickom prikazu na slici 21. Vidljivo je da
vrijednosti inhibicije postepeno rastu s povecanjem koncentracije rodanida i najveca vrijednost
inhibicije je upravo pri najvecoj vrijednosti koncentracije rodanida od 100 mg L™ i ona iznosi
71,43 %. Na temelju dobivenih rezultata moze se primijetiti da koncentracija rodanida od 100

mg L' ima znacajan ekotoksi¢ni u¢inak na mikroalgu Chlorella sp.

5.3. Vrijednosti efektivne koncentracije, ECx

Vrijednost efektivne koncentracije je koncentracija tvari koja se nalazi u okoliSnom mediju, za
koju se ocekuje da ¢e uzrokovati odredeni ucinak kod odredenog postotka testnih organizama
u odredenoj populaciji pod definiranim skupom uvjeta. Tako je EC2o vrijednost koncentracije
tvari koja uzrokuje odredeni ucinak kod 20 % testnih organizama, a ECso je vrijednost
koncentracije tvari koja uzrokuje odredeni u¢inak kod 50 % testnih organizama u odredenoj

populaciji pod definiranim skupom uvjeta.?’

Vrijednosti efektivne koncentracije, ECx,
procijenjene su racunski pomoc¢u dobivenih vrijednosti inhibicije, odnosno pomocu jednadzbe
pravca dobivenog iz ovisnosti prirodnog logaritma inhibicije o prirodnom logaritmu
koncentracije. Procijenjene vrijednosti prikazane su u tablici 6. Kao $to je vidljivo iz tablice,
nije moguce usporediti ECzo vrijednosti izmedu bakterije Pseudomonas putida 1 mikroalge
Chlorella sp. jer vrijednost ECyo za bakteriju Pseudomonas putida nije bilo moguce odrediti
zbog toga $to je vrijednost inhibicije pri najnizoj koncentraciji iznad 20 %. Moguce je usporediti
vrijednosti ECso dobivene za ispitivane organizme i prema njima moZemo vidjeti da manja
koncentracija, koja iznosi 36,23 mg L™, uzrokuje odredeni u¢inak kod 50% organizama u
populaciji mikroalge Chlorella sp. nego §to je to u slucaju populacije bakterije Pseudomonas
putida gdje isti takav uginak izaziva visa koncentracija koja iznosi 49,03 mg L!. Prema tome
mozemo pretpostaviti da rodanidi imaju veéi ekotoksi¢an utjecaj na mikroalgu Chlorella sp. §to
je u skladu s dobivenim vrijednostima inhibicije gdje je vidljivo da rodanidi uzrokuju veéu

inhibiciju kod mikroalge Chlorella sp.

32



6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenih ispitivanja ekotoksi¢nosti rodanida na bakteriju Pseudomonas putida i

mikroalgu Chlorellu sp., moguce je zakljuciti:

e najveca vrijednost inhibicije rasta bakterije Pseudomonas putida uzrokovana rodanidima

iznosi 59,17% S$to pokazuje znacajniji ekotoksi¢ni u€inak rodanida na bakterijsku kulturu
e najveca vrijednost inhibicije rasta mikroalge Chlorella sp. uzrokovana rodanidima iznosi
71,43% i postignuta je pri najveéoj vrijednosti rodanida od 100 mg L, §to pokazuje

znacajan ekotoksicni u€inak rodanida na mikroalgu

e usporeduju¢i maksimalne vrijednosti inhibicije rasta stanica bakterije i mikroalge vidljivo

je da rodanidi imaju veéi ekotoksi¢ni u¢inak na mikroalgu Chlorella sp.

e usporedbom vrijednosti ECso za bakteriju Pseudomonas putida 1 mikroalgu Chlorella sp.,

primjecuje se vec¢i ekotoksi¢ni uc¢inak rodanida na mikroalgu Chlorella sp.

33



7. POPIS KRATICA I SIMBOLA

ECyo — efektivna koncentracija za 20% populacije

ECso — efektivna koncentracija za 50% populacije

ISO — engl. International Standardization Organization; Internacionalna organizacija za
standardizaciju

OECD - engl. Organization for Economic Colaboration and Development; Organizacija za
ekonomsku suradnju i razvoj

LDso — letalna doza za 50% populacije

NOEL/NOEC - engl. No Observed Effect Level/No Observed Effect Concentration;
koncentracija bez uo¢enog ucinka

LOEL/LOEC — engl. Lowest Observed Effect Level/Lowest Observed Effect Concentration,;
koncentracija najmanjeg uocenog ucinka

SEM — engl. Scanning Electron Microscope; skenirajuci elektronski mikroskop

CFU — engl. Colony Forming Units; jedinice koje tvore kolonije

CFUp — jedinice koje tvore kolonije u pocetnim uvjetima

INH — inhibicija

yp- masena koncentracija rodanida, mg L!

t - vrijeme
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9. ZIVOTOPIS

Pamela Bubas, | Osnovnu Skolu Augusta Cesarca u
Spisi¢ Bukovici zavrsila je 2013. godine, a iste godine upisala je Gimnaziju Petra Preradovi¢a
u Virovitici, prirodoslovno-matematicki smjer. Tijekom srednjoSkolskog obrazovanja
sudjelovala je na Drzavnom natjecanju iz biologije sa radom ,,Utjecaj biljnih aktivnih tvari na
sposobnost oksidacije melanina vodikovim peroksidom®, koji je objavljen u casopisu
Hrvatskog bioloskog drustva, ,.Bioznalac®. Nakon zavrSenog srednjoskolskog obrazovanja
upisuje preddiplomski studij Ekoinzenjerstvo na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i
tehnologije, SveuciliSta u Zagrebu. Za vrijeme preddiplomskog studija odradila je studentsku
praksu na Nastavnom zavodu za javno zdravstvo ,,Dr. Andrija Stampar“. Radila je i kao
demonstrator na prakti¢nim vjezbama kolegija Primijenjeno racunarstvo na Zavodu za mjerenja
1 automatsko vodenje procesa. Preddiplomski studij zavrSava 2022. godine, obranom Zavr$nog
rada naziva ,Poliamidne membrane — primjena u praksi“ pod mentorstvom prof. dr. sc.
Kresimira Kosuti¢a na Zavodu za fizikalnu kemiju. Iste godine upisuje diplomski studij
EkoinZenjerstvo na istom Fakultetu. Za vrijeme diplomskog studija odradila je CESAR stru¢nu
praksu u sklopu Fakulteta kemijskog inZenjerstva i tehnologije. Sudjelovala je 1 na Studentskom
kongresu o odrzivoj kemiji 1 inZzenjerstvu (SKOKI), sa posterskim priopéenjem pod nazivom
»Ispitivanje utjecaja viSestrukog recikliranja na strukturu polipropilena 1 nastanak
mikroplastike*. Koautorica je i rada pod nazivom ,,Utjecaj COVID-19 obrazaca ponaSanja na
ekosustave®, koji je objavljen u Easopisu ,,Kemija u industriji: Casopis kemicara i kemijskih

inZenjera Hrvatske®.
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